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La prgsente invention concerne de nouveaux adjuvants pour compositions 
vaccinales ainsi que des compositions comprenant au moins un antigdne, 
notamment un antig&ne d'origine virale, bact6rienne ou parasitaire et au moins- 
un adjuvant. 

^utilisation d'adjuvants dans les compositions est connue depuis 
longtemps. Ces adjuvants ont pour objet principal de permettre Paugmentation 
de la reponse immunitaire. Ces adjuvants sont de natures di verses, lis peuvent 
par exemple consister en des liposomes, des Emulsions comprenant au moins 
une phase huile et au moins une phase aqueuse, du type adjuvants de Freund 
ou, de mantere plus courante en des sels min6raux insolubles dans Peau. Ces 
sels min6raux peuvent constituer par exemple en Phydroxyde d'aluminium une 
nitrate de c6rium, le sulfate de zinc, Phydroxyde de fer colloidal ou le chlorure 
de calcium. L'hydroxyde d f aluminium est Padjuvant le plus couramment utilise. 
Ces adjuvants sont d§crits notammfent dans Particle de Rajesh K. Gupta et al 
"Adjuvants, balance between toxicity and adjuvanticity", Vaccine, vol. 11, 
Issue 3, 1993, pages 993-306. 

L'imnuinisation locale est la voie la plus efficace pour induire une 
protection contre des agents pathogenes qui ont acc&s 3 Porganisme & travers 
les muqueuses. Neanmoins, la faible reponse immunitaire developp6e contre 
les antig^nes administr6s par cette voie exige Pemploi d'agents 
immunostimulants. L'adjuvant reconnu comme 6tant le plus puissant a stimuler 
Pimmunit6 des muqueuses est la toxine chol£rique, mais les effets toxiques qui 
lui sont assoctes restreignent son utilisation chez Phomme. Son efficacit6 
semble corr6l6e avec la ribosylation de PADP sur une enzyme de type 
adenylate cyclase conduisant £ une synthese d'AMPc intracellular continue. 
Ces 6l6ments de P6tat de la technique sont connus et divulgu6s dans les 
publications suivantes : R.J. Jackson et Coll ; Infection and Immunity, oct. 
1993, 4272-4279 ; Shin-ichi Tamura et Coll ; 1995, Vaccine 13, 339-341. 

La demanderesse a done cherch6 d d§velopper des substances capables 
de moduier et/ou d'augmenter de maniere transitoire le taux de messagers 
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intracellulaires, comme TAMPc, pour augmenter la reponse immunitaire sans 
induire pour autant de toxicity vis-d-vis des sujets traites. 
L'invention a pour objet une composition comprenant : 

(i) au moins un antigdne ou au moins un g6n6rateur in vivo d'un compose 
.5 comprenant une sequence d'acides amines ; et, 

(ii) au moins un adjuvant, 

caract€ris£e en ce que ledit adjuvant comprend au moins un compost 
sympathomimetique. 

Par antig6ne ou au moins un gen6rateur in vivo d'un compost 

10 comprenant une sequence d'acides amines, on designe soit des micro- 
organismes tu6s, teis que les virus, les bacteries ou ies parasites, soit des 
fractions purifies de ces micro-organismes, soit des micro-organismes vivants 
dont le pouvoir pathogene a 6te att6nu6 ; on peut citer notamment un virus 
recombinant notamment un virus non enveloppe tel que les adenovirus, le 

15 virus de la vaccine, le virus Canarypox, les herpes virus, les baculovirus ; on 
designe aussi un vecteur recombinant viral non enveloppe vivant dont le 
genome contient, inser£e de preference dans une partie non essentielle pour la 
replication du virus enveloppe correspondant, une sequence codant pour une 
sous-unite antigenique induisant une synth6se d'anticorps et/ou un effet 

20 protecteur contre le susdit virus enveloppe ou micro-organisme pathogene ; 
ces sous-unites antigeniques peuvent etre par exemple, une proteine, une 
glycoproteine, un peptide, ou une fraction peptidique et/ou protectrice contre 
une infection par un micro-organisme vivant tel un virus enveloppe, une 
bacterie ou un parasite. 

25 On peut citer notamment un plasmide recombinant constitue d'une 

sequence de nucleotide dans laquelle est inseree une sequence nucieotidique 
exog&ne, provenant d'un micro-organisme ou d'un virus pathogene. Cette 
derni6re sequence nucieotidique a pour but de permettre I'expression d'un 
compose comprenant une sequence d'acides amines, ce compose ayant lui- 

3 0 meme pour but de d6clencher une reaction immune dans un organisme hote ; 

Par composes sympathomim6tiques, on designe notamment les 
amphetamines, les catecholamines, les phenylisopropylamines ou la tyramine. 
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Comme exernples de tels composes, on peut citer notamment r isoproterenol, 
la L-Epinephrine, le levarferenol, Pephedrine, la ph6nyleph6drine ou le 
salbutamol. 

Dans une premiere variante de la pr6sente invention, celle-ci concerne^ 
aussi une composition telle que definie pr6c6demment comprenant, en outre, 
au moins un sel pharmaceutiquement acceptable et soluble dans Peau, ledit sel 
6tant constitue d'un anion organique et d'un cation metallique. Un sel soluble' 
dans Peau au sens de la pr6sente invention peut etre tel que sa solubilite dans 
Peau est sup6rieure ou egale & 10 g/l et, de preference, comprise entre 10 et 
2000 g/l. Le cation metallique constitutif dudit sel pharmaceutiquement 
acceptable est de preference un cation bivalent avantageusement ce cation est 
un cation d'un metal choisi dans le groupe constitue par le manganese, le 
calcium et le zinc. Le manganese est un metal tout particulierement prefere 
dans le cadre de la presente invention. II a en effet 6t6 constate que ce sel 
pharmaceutiquement acceptable est soluble dans Peau permet Pinduction 
d'une r6ponse immune particulierement importante tout en presentant une 
toxicite faible. L'anion organique constitutif dudit sel pharmaceutiquement 
acceptable est avantageusement un anion d'un compose comprenant au moins 
un groupe fonctionnel oxygene de preference un groupe phosphorique ou un 
groupe carboxylique. L'acide glyc6rophosphorique est un anion a groupe 
phosphorique prefere. Les anions comprenant au moins un groupe 
carboxylique prefere sont derives de composes choisis parmi : 

les oses acides de preference des oses acides ayant de 5 & 7 atomes de 
carbone, plus pr6ferentiellement ceux ayant 6 e 7 atomes de carbone, les 
acides mono ou polycarboxyliques, les acides amines. 

Les acides mono ou polycarboxyliques preterms sont Pacide fumarique ou 
les composes de formule (I) 

FP 
J 

R-(CH 2 ) s -(COH) t -(CH 2 ) u -COOH (I) 

ou R represente COOH, CH 3 CO, CH 3 ou CH 2 OH, 
R' represente H ou COOH 

et s, t et u, identiques ou differents sont compris entre 0 et 3, 
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Des composes de formule (I) pr6f6r6s sont Pacide acetique, Pacide 
lactique, I'acide tartrique, I'acide malique, Pacide citrique, I'acide pyruvique. 

Au sens de la pr6sente invention, un ose acide consiste en un ose 
comprenant au moins une fonction carboxylique, un ose 6tant un glucide 
5 constitue par les sucres r6ducteurs. Ces oses acides sont avantageusement 
des d6riv6s d'aldoses, obtenus par oxydation de la fonction alcool primaire ou 
de la fonction aldthydique en fonction carboxylique. De tels composes 
peuvent tout particulierement consister en I'acide gluconique, I'acide 
glucuronique, I'acide fructoheptonique, I'acide gluconoheptonique, I'acide 
10 glucoheptonique. Lorsque Panion organique est un d6riv6 d'un acide amin6, 
cet acide amin6 peut etre un acide ot-amin6 tel que Pacide glutamique, la 
m6thionine et, tout particulierement, Pacide aspartique, 

Un sel pharmaceutiquement acceptable, soluble dans Peau selon 
Pinvention peut comprendre un cation polyvalent, notamment divalent, associ§ 
15 a un anion organique ou d plusieurs anions organiques de nature differente. 
Ainsi, a titre d'exemple, un cation bivalent tel le cation du calcium peut etre 
associe d un anion derive de Pacide gluconoheptonique. 

Une composition ainsi d6finie contient entre 0,02 et 3000 mg/ml, de 
preference 0, 1 et 1000 mg/ml du sel mineral et, notamment, entre 0,1 et 
20 150 mg/ml. 

Dans une deuxteme variante de Pinvention, la composition telle que 
d6finie ci-dessus peut egalement contenir une huile. Dans un tel cas, la 
composition selon Pinvention se presente avantageusement sous la forme d'un 
Emulsion associant au moins une phase aqueuse et au moins une phase huile. 

25 Cette Emulsion peut etre du type huile dans eau (H/E), eau dans huile (E/H), 
eau dans huile dans eau (E/H/E) ou microtmulsion. On pr§fdre cependant les 
Emulsions E/H/E et H/E. Une telle emulsion peut etre preparee selon les 
methodes classiques de preparation d'une emulsion, notamment selon les 
proced6s d6crits dans les demandes de brevet EP-A-489 181 et 

30 EP-A-481 982. Ainsi, on peut 6mulsionner sous agitation Phuile constitutive de 
la phase huile avec la phase aqueuse constitute d'une solution ou d'une 
suspension aqueuse contenant Pantigene. 
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Une Emulsion selon I'invention peut comporter, en poids, de 5 e 95 % 
de phase huile pour 95 £ 5 % de phase aqueuse et, de preference, de 25 a 75 
% de phase huile pour 75 e 25 % de phase auqueuse. Uemulsion doit etre 
stable de preference pendant au moins 12 mois quand elle est stock6e a 4°C. 
Les huiles, constitutes de ladite phase huiieuse pouvant etre utilisees dans la 
composition selon Pinvention sont avantageusement des huiles fluides choisies 
parmi les huiles min§rales naturelles ou synthetiques, ou les huiles non~ 
min£rales d'origine v6getale, animale ou synth6tique connues pour leur 
absence ou leur faible toxic ite. 

Elles doivent etre liquides £ la temperature de stockage ( + 4°C) ou au 
moins donner des emulsions liquides £ cette temperature. On choisira en 
particulier des huiles min6rales a chaTne lineaire ayant un nombre d'atomes de 
carbone de preference supeheur d 16 et exempte de composes aromatiques. 
Des exemples connus sont le MARCOL 52 et le DRAKEOL 6VR. On peut 
egalement utiliser des huiles synthetiques telles que les polyisobutenes ou les 
polyisopropenes. Parmi les huiles vegetales, on choisira les huiles insaturees 
riches en acide oieique qui sont biodegradables, par exemple les huiles 
d'arachide, d'olive, de sesame, de soja ou de germes de bl6. Pour les huiles 
animales, les mSmes criteres de tolerance et d'efficacite immunitaire sont 
requises. A titre d'exemple comme huiles animales, on peut citer le squalane 
ou Phuile de spermaceti. A titre d'huile non min6rale synthetique, on peut 
encore citer les esters d'alcools et d'acides gras tels que, par exemple, i'oieate 
d'ethyle, le myristate d'isopropyle, les mono di ou triglycerides, les esters de 
propylene glycol, les glycerides partiels, tels que les glycehdes d'huile de maTs 
comme ceux commercialises sous le nom de LANOL par la Societe SEPPIC, la 
maTsine, ou I'oieate d'oieyle. Par ailleurs, la composition selon I'invention 
quand elle se pr6sente sous forme d f une emulsion telle que definie plus haut, 
peut egalement avantageusement comporter un ou plusieurs agents 
tensioactifs emulgateurs* Ce dernier presente un caractdre lipophile ou 
hydrophile caract6ris6 par une valeur HLB (hydrophile-lipophile-balance) 
comprise entre 1 et 19. 
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Un tel tensioactif peut consister en 

- un alkylpolyglycoside ou un melange d'alkylpolyglycosides de formule 
R a -(0)-Zn ou R a reprgsente un radical aliphatique satur6, Iin6aire ou ramifi6, 
comprenant de 4 d 24 atomes de carbone, Z est le reste d'un sucre, de 

5 pr6f6rence le glucose et n est compris entre 1 et 5 de preference entre 1,1 et 
2. 

- les saponines, 

- les l£cithines, 

- les alcanols polyoxyethytes, tels que ceux commercialisms sous la 
10 designation BRIJ par ta soci€t£ ICI, 

les polymferes comprenant des blocs polyoxy6thyl£nes et 
polyoxypropyldnes, tels que ceux commercialisms sous la designation 
PLURONICS par la soci6t6 BASF. 

Des tensioactifs particulierement prefer§s sont les esters de 

15 poly6thyl&neglycol, obtenus par condensation d'un acide gras, notamment un 
acide gras liquide 3 20°C avec un poly6thyleneglycol de poids moleculaire 
compris entre 80 et 200 ; un tel tensioactif est commercialise par la Soci6t6 
SEPPIC sous. la marque SIMULSOL 2599. 

Un autre agent tensioactif pr6f6r6 dans le cadre de la presente invention 

20 consiste en un ester obtenu par condensation d'un acide gras, 
avantageusement un acide gras liquide S 20°C avec un sucre, le sorbitol ou du 
glycerol. Ledit sucre peut consister en glucose, saccharose ou, de preference, 
mannitol. A titre d'ester de mannitol particulierement pref6r6, on peut citer des 
oleates de mannitol obtenus par anhydrisation de la chaTne carbonee 

25 polyhydroxyl6e du mannitol qui se cyclise en 1-4 ou en 2-6. 

Des derives de ces esters de sucre de poly6thyleneglycoI, de sorbitol ou 
de glycerol peuvent etre egalement mis en oeuvre. Ces derives presentent une 
hydrophilie modifi6e notamment par greffage de fonctions hydrophiles telles 
que alcool, polyol, oxyde d'ethylfene, oxyde de propylene, acide carboxylique, 

3 0 amine ou amide. De tels derives peuvent par exemple consister en des esters 
gras de sorbitanne polyoxyethyl6s, tels le TWEEN. 
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Les autres types de tensioactifs pr6f6r6s consistent en des huiles 
v6g6tales ethoxyl6s, telles que, par exemple Phuile de ricin poly6thoxyl6e, 
cette huile 6tant hydrog6n6e ou non, ou des esters de polyglycerof, 
notamment des esters de polyglycerol d'acides gras naturels tels que I'acide 
5 ol6ique, I'acide st€arique, I'acide ricino!6ique ou I'acide isostearique et, 
particuli£rement, des ricinoleates ou des polyricinoleates de po!yglyc6rol. 

Un agent tensioactif selon I f invention est de pr6f6rence 
pharmaceutiquement acceptable au niveau des muqueuses ; il doit notamment 
§tre dgpourvu de m6taux lourds et presenter des indices d'acides ou de 

10 peroxydes trds faibles. II est 6galement souhaitable qu'il satisfasse les normes 
de tests d'innocuit6 tels que par exemple, ceux d6crits par S.S. Berllin, 
Annates of Allergy, 1962, 2£, 473 ou les tests de toxicity anormale d6crits 
dans la pharmacop6e europeenne. Pr6f6rentiellement, I'agent tensioactif est 
associ€ S I'adjuvant huileux avant formation de I'6mulsion. 

15 La concentration en agent tensioactif dans la composition telle que 

d6finie pr6cedemment peut §tre comprise entre 0,01 et 500 mg/ml, et, de 
preference, entre 0,1 et 200 mg/ml. 

Des huiles associees avec un agent tensioactif {ester de mannitol) 
convenant tout particulferement dans le cadre de la pr^sente invention sont 

20 celles commercialis6es par la Societe SEPPIC sous la marque MONTANIDE. La 
nature de ces huiles, le type d f 6mulsion qu'elles permettent d'obtenir et les 
caracteristiques (viscosity et conductivity) de ces Emulsions sont dScrites 
dans la demande internationale W094/16681, publiee le 4 aout 1994 et, 
notamment, page 11, tableau I. Ces compositions selon Pinvention peuvent 

25 etre utilisees pour le traitement des maladies humaines ou v6terinaires. Elles 
permettent notamment de soulager les maladies infectieuses avec agent 
intracellulaire, notamment les maladies respiratoires, les maladies infectieuses 
opportunistes et dans le cadre de la m6decine v6t6rinaire les maladies 
infectieuses des poissons. 

3 0 La composition selon ^invention peut contenir aussi des substances 

modulatrices de ('immunity. 
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[.'adjuvant huileux peut encore consister en une huile auto- 
6mulsionnable, c f est-£-dire une preparation huileuse capable de former une 
Emulsion stable avec une phase aqueuse, pratiquement sans apport d f 6nergie, 
par exemple par dispersion dans la phase aqueuse par agitation mecanique 
5 lente. A ce titre, on peut citer des huiles auto-6mulsionnables telles connues 
dans la pharmacop6e europeenne sous les designations Labrafii et Simulsol. 
- • Ces huiles sont des glyc6rides polyglycos6s. 

Des huiles auto-emulsionnables pref6rees sont celles decrites dans la 
demande de brevet frangais N° 9500497 d€pos£e le 18 Janvier 1995, au nom 
10 de la Demanderesse, intitule "utilisation d' esters d'acides gras 6thoxyl§s 
comme composants auto-£mulsionnables notamment utiles pour la preparation 
de compositions phytosanitaires ou de medicaments d usage v6t6rinaire ou 
humain", dont reference est int6gr6e d la pr6sente description. Ces huiles 
consistent en des esters d'acides gras 6thoxyl§s rSpondant d Tune des 
15 formules suivantes : 



25 



20 (II) R, — C — [O — CH 2 -CH 2 ] k — OR* 



O 



(Ill) R 3 — C — [O— CH 2 -CH 2 ]i — OR 4 0 — [CH 2 -CH 2 — 0] m — C-R 5 | 




O 

2 -CH 2 ]— O— R 7 -CH-R 9 -0— [CH 2 -CH 2 — 0]„ — C-R 10 



O— [CH 2 -CH 2 -0] p — C-R 8 
30 O 



dans lesquelles : 

- R-j, R3, R5, Rg, R3 et R<|0 representent une chaine hydrocarbonee, 
lingaire ou ramifi€e, saturee ou insaturee ayant de 5 a 30 atomes de carbone ; 
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- #2* R 4' R 7 et R 9 representent une chaTne hydrocarbon6e, lineaire 
ou ramifi6e, satur6e ou insaturee ayant de 1 a 5 atomes de carbone ; 

le nombre total de molecules d'oxyde d'6thyiene respectivement 
repr6sent6 dans les formules II, ill et IV pr6cit6es par k, l + m, n + p + q etant un 
5 nombre entier tel que la valeur HLB (balance hydrophile-lipophile) desdits 
composes soit comprise entre environ 4 et environ 10, de preference entre 
environ 5 et environ 9. • 

R-] est de preference choisi parmi les restes des acides palmitique, 
stearique, ricinoieique, oieique, linoleique et Hnol6nique et R2 repr6sente un 
10 radical methyie et k est un nombre entier compris entre 1 et 5, de preference 
egal d 2, et par ailleurs, les esters d'acides gras ethoxyl6s de formule III 
pr6f6r6s sont ceux ou : 

(i) - R5, Rs et R-jo represented des chaTnes hydrocarbon6es ayant de 
16 d 22 atomes de carbone correspondant notamment aux chaTnes grasses de 

15 Thuile de colza, de maTs, de soja, d'arachide et de noyaux d'abricots ; 

- R7 et R9 representent un groupe methylene CH2 ; 

- n, p, q representent des nombres entiers tels que leur somme soit 
comprise entre 3 et 30, et de preference 6gale a 20 ; ou 

(ii) - Rq, Rg et R10 representent des chaTnes hydrocarbonees 
20 correspondant aux chaTnes grasses de Thuile de ricin ; 

- R7 et Rg representent un radical methylene CH2 ; 

- n, p, q representent des nombres entiers tels que leur somme soit 
comprise entre 5 et 7. 

La concentration en huile auto-£mulsionnab!e dans la composition 
25 selon Tinvention peut etre comprise entre environ 5 et 700 g/l, de preference 
entre environ 10 et 500 g/l. 

Outre la phase huile et la phase aqueuse, la composition selon 
Tinvention peut comporter un agent stimulant immunitaire conventionnel tel 
TAvridine®, sort la N,N-dioctadecyl-N\I\T - bis (2-hydroxy6thyl) 
30 propanediamine, les derives du MDP {muramyl dipeptide) notamment le 
threonyl-MDP, les derives de Tacide mycolique ou les derives du Lipide A. 
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La composition selon ('invention peut comprendre encore un ou 
plusieurs agents tensioactifs, en Pabsence de tout adjuvant huileux. 

La composition se pr6sente alors sous la forme d'une solution 
micellaire. Celle-ci peut etre pr6paree par simple melange de I'agent tensioactif 
5 avec une dispersion dans I'eau de I'antigene ou du gen6rateur d'antigene in 
vivo. 

L'agent tensioactif peut etre choisi parmi les agents tensioactifs 
d£crits plus haut, en association avec un adjuvant huileux. 

Ladite solution micellaire peut comporter de 0,5 d 500 mg/ml, de 

10 pr6f6rence de 1 d 250 mg/ml en agent tensioactif. 

Une composition selon la pr6sente invention peut comprendre un 
antigene tel qu'un virus, un micro-organisme, plus particulterement une 
bactgrie ou un parasite, ou un compost comprenant une chaTne peptidique. Un 
tel compost peut consister une prot6ine ou une glycoproteine, notamment une 

15 prot6ine ou une glycoproteine issues d'un micro-organisme, un peptide 
synthetique ou une proteine ou un peptide issu du genie genetique. Lesdits 
virus et micro-organisme peuvent etre totalement inactiv6s ou vivants 
att§nu6s. A titre de virus pouvant constituer un antigene selon la presente 
invention, on peut citer le virus de la rage, les herpesvirus tels que le virus de 

2 0 la maladie d'Aujeszky, les orthomixovirus tels que Influenzae, les picornavirus 
tels que le virus de la fievre aphteuse ou les retrovirus tels que les VIH. A titre 
de micro-organisme du type bact6rien pouvant constituer un antigene selon la 
pr£sente invention, on peut citer E. coli, et ceux des genres Pasteurella, 
Furonculosis, Vibriosis, Staphylococcus et Streptococcus. A titre de parasite, 

25 on peut citer ceux des genres Trypanosoma, Plasmodium et Leishmania. 

Une composition selon Tinvention comprend une concentration en 
antig£ne qui depend de la nature de cet antigene et de la nature du sujet 
traits. II est toutefois particuli£rement remarquable qu'un adjuvant selon 
('invention, associ6 ou non a un adjuvant huileux et/ou un agent tensioactif 

30 tels que d^finis plus haut, permet de diminuer d'une facon notable la dose 
habituelle d'antigene requise. La concentration adequate d'antigene peut etre 
d6terminee de mantere classique par I'homme du m§tier. G6n6ralement, cette 
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dose est de I'ordre de 0, lug/ml d 1g/ml plus g6n6ralement comprise entre 
1 jag/ml et 100mg/ml. 

Une composition selon I'invention peut aussi comprendre un 
g6n£rateur in vivo d'un compose comprenant une sequence d'acides amines, 
c'est-S-dire un compost biologique capable d'exprimer un tel compos6 dans 
I'organisme hdte dans lequel on a introduit ledit g6nerateur in vivo. Le 
compose comprenant la s6quence d'acides amines, peut etre une protgine, un 
peptide ou une glycoprot6ine. 

Ces g6n6rateurs in vivo sont g6n6ralement obtenus par des proc6d6s 
issus du g6nie g6n6tique. 

Plus particulterement, ils peuvent consister en des micro-organismes 
vivants, g6n6ralement un virus, jouant le rfile de vecteur recombinant, dans 
lequel est ins6r6e une s6quence nucl6otidique, notamment un gene exog^ne. 
Ces composes sont connus en tant que tels et utilis6s notamment comme 
vaccin sous unitaire recombinant. 

A cet 6gard, on peut se r§f6rer d I'Article de M. ELOIT et al., Journal 
of virology (1990) 71, 2925-2431 dans la demande internationale 
WO-A-91/00107 ou a la demande internationale WO-A-94/1 6681 . 

Avantageusement, le micro-organisme constitutif d'un vaccin sous- 
unitaire recombinant est un virus recombinant non envelopp6, par exemple 
choisi parmi les adenovirus, le virus de la vaccine, le canarypox virus, les 
herpes virus ou les baculovirus. Le g£ne exog§ne insert dans le micro- 
organisme peut §tre, par exemple, issu d'un virus Aujeszky ou HIV. 

Les g6n6rateurs in vivo selon I' invention peuvent aussi consister en 
un plasmide recombinant comprenant une sequence nucleotidique exog&ne, 
capable d'exprimer dans un organisme h6te un compose comprenant une 
sequence d'acides amines. De tels plasmides recombinants et leur mode 
d 'administration dans un organisme hdte ont 6t§ d§crits en 1990, par LIN et 
al., Circulation 82:2217,2221 ; COX et al., J. of VIROL, Sept. 1993, 67, 9, 
5664-5667 et dans la demande internationale WO/FR 95/00345 du 21 Mars 
1995, au nom de la Demanderesse, intitul6e "Une composition comprenant un 
plasmide recombinant et ses utilisations comme vaccin et medicament". 
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Seion la nature de la sequence nucl6otidique comprise dans ie 
ggngrateur in vivo, le compose comprenant la s6quence d'acides amin6s qui 
~ est exprim6 au sein de Torganisme hote, peut : 

(i) etre un antig6ne, et permettre le declenchement d'une r6action 

5 immune, 

(ii) avoir une action curative vis-a-vis d'une maladie essentiellement 
une maladie d'ordre fonctionnel, qui s'est d§clench6e chez I'organisme hote. 
Dans ce cas, le g6n6rateur in vivo permet un traitement de Thote, du type 
th6rapie g6nique. 

10 A titre d'exemple, une telle action curative peut consister en une 

synthase par le g6n6rateur in vivo de cytokine, comme les interleukines, 
notamment Tinterleukine 2. Celles-ci permettent le declenchement ou le 
renforcement d'une reaction immune visant a Teiimination selective des 
cellules canc6reuses. 

15 La concentration en ledit generateur in vivo dans la composition 

selon Tinvention depend, Id encore, notamment de la nature dudit gen6rateur 
et de Thote dans lequel il est administr§. Cette concentration peut etre 
ais6ment determinee par Thomme du metier, sur la base d'experience de 
routine. 

20 A titre indicatif, on peut toutefois preciser que lorsque le g6n6rateur 

in vivo est un microorganisme recombinant, sa concentration dans la 
composition selon Tinvention peut etre comprise entre 10 et 10 micro- 
organismes/ml, de preference entre 10 5 et 10 12 micro-organismes/ml. 

Lorsque le g6n6rateur in vivo est un plasmide recombinant, sa 

25 concentration dans la composition selon Tinvention peut etre comprise entre 
0,01 et 100 g/l. 

Une composition selon Tinvention peut etre utilisee comme 
medicament pr6ventif ou curatif. Selon la nature de Tantig6ne ou du 
g6n£rateur in vivo, une composition selon Tinvention peut etre administr6e & 
3 0 des poissons, des crustac£s tels que les crevettes, des volailles, notamment, 
des oies, des dindes, des pigeons et des poulets, aux canities tels le chien, 
aux felides tels le chat, aux pores, aux primates, aux bovides, aux ovides et 
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aux chevaux, pour traiter par example la toxoplasmose ovine ou le pou du saumon. 
La composition selon invention comprenant au moins un compose 
sympathomim6tique tel que defini ci-dessus, peut etre egalement admin istree a 
Phomme. L'administration de la composition peut se faire de maniere classique par 
5 vote parenterals, notamment par injection sous-cutanee, intramusculaire ou 
intrap6ritoneale ou par voie mucosale notamment par voie orale, voie rectale, voie 
nasale, voie vaginale. 

Selon un autre aspect de (Invention, celle-ci consiste en ('utilisation (fun 
adjuvant consistant en un compose sympathornim6tique tel que defini ci-dessus 
10 pour la preparation d'un vaccin destine S la prevention ou au traitement d'une 
maladie infectieuse, notamment une maladie infectieuse engendree par un virus 
ou un micro-organisme tels ceux mentionnes plus haut. 

Selon un autre aspect de ('invention, celle-ci consiste en ('utilisation de 
cet adjuvant pour la preparation d'une composition destinee k soigner une maladie 
15 d'ordre fonctionnel, telle le cancer ou la mucoviscidose. 

Dans Tune ou I'autre de ces utilisations, ledit adjuvant peut etre associe 
a un sel pharmaceutiquement acceptable, soluble dans I'eau et/ou & un adjuvant 
huileux, un agent tensioactif ou a un adjuvant huileux lui-meme associ€ a un agent 
tensioactif ; ces adjuvants huileux et tensioactifs 6tant tels que definis plus haut. 
20 Des compositions adjuvantes comprenant ledit compose 

sympathomimetique, ledit sel pharmaceutiquement acceptable et I'adjuvant huileux 
et/ou les tensioactifs precites constituent encore un autre aspect de I' invention. Le 
cas echeant, ces compositions adjuvantes comprenant une phase aqueuse au 
moins. 

25 Dans ce dernier cas, les compositions adjuvantes selon invention, 

comprenant au moins un adjuvant huileux, et, le cas echeant, un tensioactif, 
peuvent se presenter sous la forme d'une emulsion. Cette demiere peut etre du 
type E/H, H/E, E/H/E ou microemulsion. 

Ces emulsions peuvent comprendre en poids, de 0,5 % a 99,5 % de 

30 phase huile pour 99,5 % a 0,5 % de phase aqueuse, de preference, de 
5 a 95 % de phase huile pour 95 a 5 % de phase aqueuse et, plus 
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pr6f6rentiellernent, de 25 a 75 % de phase huile pour 75 a 25 % de phase 
aqueuse. 

Le cas 6ch6ant, elles peuvent comprendre de 0,01 d 500 mg/ml, de 
preference de 0,1 d 200 mg/ml d'un tensioactif au moins. 
5 Lorsque la composition adjuvante selon I' invention ne comprend, 

outre le compose sympathomim6tique, eventuellement le sel 
pharmaceutiquement acceptable et une phase aqueuse, qu f un ou plusieurs 
tensioactifs, elle se presente alors sous la forme d f une solution micellaire. La 
teneur en tensioactif de cette solution micellaire peut etre comprise entre 
10 0,01 et 900 mg/ml, de preference entre 1 et 250 mg/ml. 

Une composition adjuvante selon I'invention comprend 
habituellement le compose sympathomimetique & une concentration de 
10" 10 molaire a 10" 2 molaire de preference de 10" 7 Molaire d 10" 5 Molaire. 
Lorsqu'elle contient un sel pharmaceutiquement acceptable tel que defini 
15 precedemment, c'est a une concentration de 0,02 a 3000 mg/ml, de 
preference 0,1 d 1000 mg/ml, plus pr6ferentie!lement de 0,1 a 150 mg/ml. 

Ces compositions adjuvantes sont utiles pour preparer les 
compositions selon I'invention. 

Ces derniferes peuvent alors §tre pr^parees par simple melange de la 
20 composition adjuvante avec une composition comprenant un antigfene ou un 
gen6rateur in vivo d'un compose comprenant une sequence d f acides amines. 

L'exemple suivant permet de mettre en evidence les propri6t6s des 
compositions selon la pr6sente invention. 

Exemple : mise en evidence du recepteur P-adrenergique sur les cellules 
25 cibles de la toxine choierique dans le systdme immunitaire des muqueuses. Le 
premier pas avant de tester le potentiel adjuvant des agonistes 
P-adr6nergiques a ete la mise en oeuvre en evidence du r6cepteur sur les 
cellules impliquees dans Timmunite des muqueuses, notamment dans les 
cellules cibles de la toxine choierique au niveau de la muqueuse intestinale de 
30 la souris et la demonstration du couplage fonctionnel de ce recepteur & son 
effecteur I'enzyme adenylate cyclase. Dans ce but, nous avons mesure, 
paralieiement, la production d'AMPc par quatre populations cellulaires aprfcs 
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stimulation par d iff 6 rentes concentrations de toxine cholerique et d'un 
agoniste p-adrenergique, ('isoproterenol. 

Les populations cellulaires etudiees ont 6te les enterocytes (Iign6e 
cellulaire MODE-K), les lymphocytes des plaques de PEYER (LPP), les 
5 lymphocytes des ganglions mesenteriques (LGM) et les lymphocytes intra- 
epitheliaux (LIE). 

Les r6sultats montrent que tous les types Studies repondent de mani^e 
plus ou moins intense d la stimulation par la toxine cholerique (voir figure 1), 
avec des index de stimulation de la production d'AMPc qui vont de 30 fois 

10 pour les enterocytes S 2 fois pour les lymphocytes de plaques de PEYER. 
Cette stimulation commence en general d partir de 10 ng/ml. 

A ('exception des lymphocytes des plaques de PEYER tous les types 
cellulaires 6tudi6s ont r6pondu a la stimulation p-adr6nergique (figure 1), avec 
des index de stimulation allant de 3 fois pour les enterocytes & 1 ,5 fois pour 

15 les lymphocytes de ganglions mesenteriques et les lymphocytes intra- 
epitheliaux. Dans tous les cas, la stimulation par ['isoproterenol est observee & 
partir de 100nM. La production d'AMPc observee, est bien due £ la stimulatfon 
du recepteur p-adrenergique, car elle est totalement inhib6e par le propanolol, 
un antagoniste specifique. 

20 II a ainsi 6te demontr6 la presence de r6cepteurs P-adrenergrques 

fonctionnels sur les enterocytes, les lymphocytes des ganglions mesenteriques 
et les lymphocytes intra-6pitheliaux. II existe une co-localisation du recepteur 
de la toxine cholerique et du recepteur p-adrenergique sur trois des quatre 
populations cellulaires etudiees, ce qui nous a conduit & tester le potentiel 

25 adjuvant des agonistes p-adrenergiques montrent en definitive les avantages 
de compositions selon la pr6sente invention contenant au moins un compose 
sympathomimetique adjuvant. 
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REVINDICATIONS 

1. Composition comprenant : 

(i) au moins un antigene ou au moins un g§n6rateur in vivo d'un compose 
comprenant une sequence d'acides amines; et, 
5 (ii) au moins un adjuvant, 

caract6ris6e en ce que ledit adjuvant contient au moins un compose 
sympathomim6tique. 

2. Composition selon la revendication 1, caracterisee en ce que le 
compose sympathomim6tique est une sympathomim6tique amine telle qu'une 
10 catecholamine, une amphetamine, une phenylisopropylamine ou la tyramine. 

3. Composition selon la revendication 2, caracterisee en ce que le 
compose sympathomimetique est choisi parmi T6ph6drine ou Isoproterenol, la 
L-Epinephrine, le l6varter6nol, I'ephedrine, la phenyiephedrine ou le salbutamol. 

4. Composition telle que definie d Tune quelconque des 
15 revendications 1 a 3, caracterisee en ce que I'adjuvant comprend en outre au 

moins un sel pharmaceutiquement acceptable et soluble dans I'eau, ledit sel 
etant constitue d'un anion organique et d'un cation m6tallique. 

5. Composition selon la revendication 4, caracterisee en ce que le 
cation m6tallique est divalent et choisi dans le groupe constitue par les cations 

20 du zinc, du manganese et du calcium. 

6. Composition selon Tune des revendications 4 ou 5, caracterisee 
en ce que I'anion organique est derive d'un compose comprenant au moins un 
groupe fonctionnel oxyg6ne. 

7. Composition selon la revendication 6, caracterise en ce que le 
25 groupe fonctionnel est un groupe carboxylique ou un groupe phosphorique. 

8. Composition selon la revendication 7, caracterisee en ce que 
I'anion organique est derive d'un compose choisi dans le groupe constitue par 
les acides amines, les oses acides comprenant de 5 & 7 atomes de carbone, et 
I'acide glyc£rophosphorique. 

3 0 9. Composition selon la revendication 8 # caracterisee en ce que 

I'acide amine est I'acide aspartique. 
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10. Composition selon la revendication 9, caract£ris£e en ce que 
Tose acide est choisi dans le groupe constitu6 par I'acide gluconique, I'acide 
fructoheptonique et I'acide glucoheptonique. 

11. Composition selon la revendication 10, caract6ris6e en ce que le 
sel pharmaceutiquement acceptable est le gluconate de manganese. 

12. Composition selon Tune des revendications 13 11, caract6ris6e 
en ce qu'elle se pr£sente sous la forme d'une Emulsion comprenant au moins- 
une phase aqueuse et au moins une phase huile, la phase huile 6tant 
constitute par un adjuvant. 

13. Composition selon la revendication 12, caract€ris£e en ce que 
fdmulsion- est du type E/H/E, H/E ou micro6mulsion. 

14. Composition selon Tune des revendications 12 ou 13, 
caract6ris€e en ce que l' adjuvant huileux est associg & un agent tensioactif, de 
pr§f6rence un agent tensioactif choisi parmi un ester obtenu par condensation 
d'un acide gras avec un sucre, un poly6thyleneglycol, le sorbitol du glycerol, 
ou un d£riv£ d'un tel ester dont Phydrophilie a 6t6 modifiee, une huile v6g6tale 
£thoxyl£e ou leurs melanges. 

,15. Composition selon Tune des revendications 12 ou 13, 
caract€ris£e en ce que I 1 adjuvant huileux est associt a un agent tensioactif 
choisi parmi les esters de polyglycerol, notamment un ester de polyglyc6rol 
d'acides gras naturels et, de preference, les ricinol6ates ou les polyricinolSates 
de polyglycerol ou constituant en des huiles de ricin poly6thoxyl6es 
hydrog6n6es ou non. 

16. Composition selon Tune des revendications 12 ou 13, 
caract€ris£e en ce que I'adjuvant huileux est une huile auto-6mulsionnable. 

17. Composition selon la revendication 16, caract€ris€e en ce que 
I'adjuvant huileux est un ester d'acides gras 6thoxyl6s r6pondant 3 Tune des 
formules suivantes : 

0 
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(III) R 3 — C— [0— CH 2 -CH 2 ]! — 0R 4 0— [CH 2 -CH 2 — 0] m — C-R 5 I 

5 

O O 

(IV) Re-JC— [O— CH 2 -CH 2 ]— O— R 7 -CH-R 9 -0— [CH 2 -CH 2 — 0] q — C-R 

CMCH 2 -CH 2 -0] p -jC-R 8 

10 0 
dans lesquelles : 

" R 1* R 3' R 5' R 6' R 8 et R 10 repr6sentent une chaTne hydrocarbon6e, 
Iin6aire ou ramifiee, satur6e ou insatur6e ayant de 5 a 30 atomes de carbone ; 

- R2/ R 4r R7 et R9 repr6sentent une chaTne hydrocarbon6e, lineaire 
15 ou ramifiee, satur6e ou insatur6e ayant de 1 S 5 atomes de carbone ; 

le nombre total de molecules d'oxyde d'Sthyldne respectivement 
represents dans les formules II, III et IV precitees par k, l + m, n + p + q Stant un 
nombre entier tel que la valeur HLB (balance hydrophile-lipophile) desdits 
composes soit comprise entre environ 4 et environ 10, de pr6f§rence entre 
20 environ 5 et environ 9. 

18. Composition selon Tune des revendications 1 S 11, caracteris6e 
en ce qu'elle comprend en outre un agent tensioactif, ladite composition se 
pr6sentant sous la forme d'une solution micellaire. 

19. Composition selon la revendication 18, caracteris6e en ce que 
25 I'agent tensioactif est soit un ester obtenu par condensation d'un acide gras 

avec un sucre ou du glycerol, ou un d6riv6 d'un tel ester dont Thydrophilie a 
6t6 modiftee ou soit une huile v6g6tale 6thoxyl6e 

20. Composition selon Tune des revendications 1 a 19, comprenant 
en outre un stimulant immunitaire tel que I'Avridine®, les derives du MDP, les 

30 derives de Pacide mycolique ou les d6riv6s du lipide A. 

21. Composition selon Tune des revendications 1 a 20, pour la mise 
en oeuvre d'une methode de traitement du corps humain ou animal. 



BNSOOCID: <FR 2754182A1_I_> 



19 



2754182 



22. Medicament selon la revendication 21 destine a traiter ou a 
pr6venir les maladies infectieuses et/ou fonctionnelles et notamment les 
maladies engendrees par un virus, un microorganisme ou un parasite. 

23. Medicament selon la revendication 21 destine S traiter ou a 
5 pr6venir les maladies respiratoires. 

24. Medicament selon la revendication 21 destine & traiter la maladie 
d'Aujeszky chez les pores, la toxoplasmose ovine ainsi que les maladies des 
poissons tel que le pou du saumon ou les maladies des crustac6s. 

25. Adjuvant tel que d6fini d Tune des revendications 4 & 19. 

10 26. Utilisation de Tadjuvant tel que defini 3 Tune des revendications 

1 & 19 pour la fabrication de vaccins destines d ia vaccination muqueuse, 
notamment oraie, nasale, rectale ou vaginale. 

27. Composition adjuvante comprenant une phase aqueuse, un 
adjuvant huileux, un tensioactif, eventuellement un sel constitue d'un anion 

15 organique et d'un cation metallique, caract6ris6e en ce qu'elle contient au 
moins un compose sympathomim6trique. 

28. Composition selon la revendication 27 sous forme d'un emulsion 
E/H/E ou H/E. 
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